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O leite e seus derivados são alimentos nutritivos susceptíveis ao crescimento de micro-
organismos. Escherichia coli é um micro-organismo encontrado nesses alimentos podendo 
causar diversas doenças entéricas. As E. coli diarreiogênicas têm fatores de virulência, como 
por exemplo, produção de enterotoxina e adesão, que são codificados por diferentes genes. 
Além dos fatores de virulência, essas bactérias podem também adquirir resistência a 
antimicrobianos, o que tem se tornado um problema de saúde pública: tal fato tem aumentado 
devido ao uso inadequado de antimicrobianos na pecuária, principalmente, em relação a doses 
e tempo de tratamento dos animais. Assim, este trabalho teve como objetivos isolar E. coli em 
plantas de processamento de queijo tipo Minas frescal, identificar genes de virulência, realizar 
o perfil de resistência e identificar cepas produtoras de β-Lactamase de Amplo Espectro 
(ESBL). Foram realizadas coletas de amostras de matéria prima, ambiente e produto final em 
seis laticínios (convencionais e orgânicos) da região de Campinas-SP. Foi utilizada a técnica 
do Número Mais Provável para quantificação de coliformes termotolerantes e os tubos 
positivos foram inoculados em Ágar Eosina Azul de Metileno Levine EBM e Ágar 
MacConkey, seguidos de testes bioquímicos para identificação de E. coli. As cepas 
identificadas tiveram seu DNA extraído e foram “pesquisados” os genes de virulência eae, 
bfpA, bfpB, stx1, stx2, itA, Est, ipaH, aafll, aggR, aatA. O perfil fenotípico de resistência a 
antibióticos foi realizado pelo método de disco-difusão em ágar utilizando-se vinte 
antimicrobianos. Para a identificação de ESBL, o disco de amoxicilina-ácido clavulânico 
(beta-lactâmico) foi colocado entre um disco de ceftazidima (cefalosporina) e outro de 
cefotaxima (cefalosporina) por sobreposição. Nesse estudo pode-se observar que coliformes 
presuntivos, termotolerantes e E. coli estavam presentes nas amostras dos laticínios, pois 
foram encontrados ao final das coletas 227 amostras, sendo elas: 47 de queijo, 103 de 
ambiente, 30 de utensílios, 13 de leite pasteurizado, 19 do leite cru e 15 de coágulo e 
salmouras. Houve diferença entre os resultados obtidos a partir dos diferentes tipos de 
laticínios, sendo que nos orgânicos foi encontrado maior número de amostras contendo E. 
coli.  Em amostras isoladas de queijo foram identificadas cepas resistentes aos antibióticos. 
Para reduzir a contaminação microbiológica neste tipo de alimento é importante uma 
conscientização dos funcionários dos laticínios, da população, do próprio produtor, dos 
profissionais da saúde e da população. Melhorar as condições higiênico-sanitárias desde a 
produção até o produto final, reduzindo o uso indiscriminado de antimicrobianos e deste 
modo evitar a resistência bacteriana e diminuir a disseminação dos micro-organismos 
resistentes. Para melhorar essa situação é necessária fiscalização mais efetiva na produção em 
laticínios de pequeno porte, programas de treinamento de Boas Práticas de Fabricação e 
condições higiênico-sanitárias, e efetuar a higienização adequada na planta de processamento 
e dos manipuladores a fim de diminuir a contagem de coliformes termotolerantes e E. coli. 
  




Dairy products are nutritious foods susceptible to the growth of microorganisms. Escherichia 
coli is a microorganism found in these foods that can cause various enteric diseases. 
Diarrheogenic E. coli strains have virulence factors, such as enterotoxin production and 
adhesion, which are encoded by different genes. In addition to the virulence factors, these 
bacteria can also acquire resistance to antimicrobials, which has become a this is considered 
public health concern: this fact has increased due to the inadequate use of antimicrobials in 
livestock, mainly in relation to doses and time of treatment of the animals. The objective of 
this work was to isolate E. coli in Minas Frescal-type cheese processing plants, to identify 
virulence genes, to perform the resistance profile and to identify broad-spectrum β-lactamase 
(ESBL) producing strains. Samples of raw material, environment and final product were 
collected in six dairy products (conventional and organic) from the region of Campinas-SP. 
The Most Probable Number technique was used for quantification of thermotolerant coliforms 
and the positive tubes were inoculated with Levine EBM Methylene Blue Agar and 
MacConkey Agar, followed by biochemical tests to identify E. coli. The identified strains had 
their DNA extracted and the virulence genes eae, bfpA, bfpB, stx1, stx2, itA, Est, ipaH, aafII, 
aggR, aatA were detected through PCR technique. The phenotypic profile of antibiotic 
resistance was obtained by agar-diffusion method using twenty antimicrobials. For the 
identification of ESBL, the amoxicillin-clavulanic acid (beta-lactam) disc was placed between 
a ceftazidime (cephalosporin) disc and another of cefotaxime (cephalosporin) by overlap. In 
this study it can be observed that presumptive coliforms, thermotolerant coliforms and E. coli 
were present in the dairy samples, since 227 samples, it was found at the end of the samples: 
47 cheese, 103 ambience, 30 utensils, 13 milk pasteurized, 19 raw milk and 15 curd and 
pickle. It was found in the final product which is consumed without further processing. There 
was a difference between the results obtained from the different types of dairy products, and 
in the organic samples a greater number of E. coli samples were found. In strains isolated 
from cheese, strains resistant to antibiotics were identified. In order to reduce microbiological 
contamination in this type of food, it is important to raise awareness among dairy employees, 
the population, the producers themselves, health professionals and the population. To improve 
hygienic-sanitary conditions from production to final product, reducing the indiscriminate use 
of antimicrobials and thus avoiding bacterial resistance and reducing the spread of resistant 
microorganisms. For improve this situation, is necessary more effective inspection of small 
dairy products, Good Manufacturing Practices training programs and hygienic-sanitary 
conditions and proper hygiene in the processing plant and manipulators are necessary in order 
to reduce the count of thermotolerant coliforms and E. coli. 
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Alimentos e água podem veicular micro-organismos patogênicos ou deteriorantes e 
metabólitos microbianos, portanto a produção de alimentos merece atenção e cuidados a fim 
de evitar que a transmissão de doenças por alimentos ocorra nos consumidores (AGUIAR et 
al., 2006; PINHEIRO, et al., 2010).  
Dentre os vários micro-organimos existentes estão os coliformes que são micro-
organismos pertencentes à família Enterobacteriaceae, que são capazes de fermentar a lactose 
com consequente produção de gás. Eles indicam contaminação de origem fecal 
(termotolerantes) e ambiental (totais) (FRANCO; 2004).  
Coliformes termotolerantes são bactérias da família Enterobacter que fermentam a 
lactose com produção de gás a 44,5ºC.  A bactéria Escherichia coli, pertencente ao grupo dos 
coliformes, é uma bactéria de grande importância na maioria dos alimentos de origem animal, 
por estar presente na microbiota intestinal dos animais de sangue quente (ALEIXO, 1996; 
PEREIRA, 1999; SILVA et all, 2006; BIEN, 2012).  
Há vários tipos de alimentos que são susceptíveis ao crescimento de micro-
organismos, dentre eles o leite e seus derivados, os quais são muito consumidos pela 
população mundial.  
Nos produtos lácteos a presença de coliformes e E. coli é muito comum, pois é uma 
bactéria da microbiota do animal, porém o índice elevado dos mesmos pode ocasionar 
doenças e deteriorações organolépticas e nutricionais no produto. Isso pode ocorrer devido à 
falha na aplicação das Boas Práticas de Higiene.  
Por isso a identificação dos principais pontos de contaminação e as características 
genotípicas desses isolados nos laticínios é importante epidemiologicamente para alertar sobre 
a presença desse micro-organismo nas plantas de processamento.  
A presença dessas bactérias pode ocasionar um grande problema financeiro, pois 
segundo dados da Associação Brasileira de Indústria de Alimentos, o setor de laticínios está 
entre os principais setores da indústria alimentícia em relação ao faturamento líquido da 
ordem de bilhões anuais (CARVALHO, 2010; ABIA, 2017).  
Em muitos trabalhos recentes tem sido observado o relato da presença de E. coli 
diarreiogênica em laticínios (CDC, 2010; CANIZALEZ-ROMAN et al, 2013; GHATAK et 
al., 2013, FONSECA et al, 2014; NAGY et al., 2015, AHMED e SHIMAMOTO, 2015; 
MOTTIN et al, 2016). Tais dados geram preocupação com a saúde humana, saúde dos 




capacitação dos manipuladores para que as indústrias possam disponibilizar no mercado um 
produto seguro ao consumidor. 
Muitas bactérias encontradas em laticínios podem ser resistentes aos antibióticos, por 
isso é necessário identificar resistência e, principalmente, se são produtoras da enzima ESBL, 
que é o principal mecanismo de resistência da bactéria.  
Atualmente, se busca cada vez mais informações sobre a resistência e virulência de 
isolados de micro-organismos em alimentos. Sendo possível tomar melhores medidas para 





Isolar, identificar e caracterizar E. coli em amostras de planta de processamento de 
laticínios produtores de queijo tipo Minas frescal convencional e orgânico do estado de São 
Paulo. 
 
2.1. Objetivos específicos 
 
- Isolar e identificar cepas de E. coli de ambiente, utensílios, matéria-prima e produto final em 
laticínios que produzem queijo tipo Minas frescal. 
- Caracterizar molecularmente por PCR as cepas através da detecção de genes que codificam 
os fatores de virulência eae, bfpA, stx1, stx2, ltA, est, ipaH, aggR, aatA. 
- Identificar E. coli O157:H7 pela detecção dos genes rfbO157 e fliCh7. 
- Realizar o perfil fenotípico de resistência das cepas para os antibióticos ampicilina, 
amoxicilina-ácido clavulânico, imipenem, aztreonam, cefalotina, cefepime, cefoxitina, 
ceftazidima, cefotaxima, trimetoprim-sulfametoxazol, tetraciclina, cloranfenicol, ácido 
nalidíxico, ciprofloxacina, gentamicina, kanamicina, tobramicina, estreptomicina, fosfomicina 
e rifampicina. 






3. Revisão bibliográfica 
3.1. Micro-organismos em alimentos 
 
De acordo com o Ministério da Saúde, doenças veiculadas por alimentos (DVA) são 
originadas pela ingestão de alimentos e/ou de água que contenham agentes contaminantes 
(SVS, 2015).  
É possível diferenciar e identificar os micro-organismos que podem dar início ao 
desenvolvimento das doenças alimentares. As bactérias Gram-positivas produzem substâncias 
exocelulares, capazes de causar gastroenterite e/ou neurotoxicidade. As bactérias Gram-
negativas têm parede celular que é constituída por camadas de lipopolissacarídeos e 
fosfolípidos, onde se inserem poros constituídos por proteínas porinas sob as quais se 
encontra a camada de peptidoglicano (MURRAY et al., 2005). 
Em 2018, a Secretária de Vigilância em Saúde fez uma pesquisa mostrando surtos de 
doenças veiculadas por alimentos, desde 2000 até 2017. Ressaltando apenas os três últimos 
anos, observou-se que em 2015 foram identificados 673 surtos, em 2016, houveram 538 
surtos, e, em 2017 foram 441 surtos. Os três principais agentes identificados foram as 
bactérias Salmonella, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. 
Escherichia coli é uma bactéria existente no trato gastrointestinal de humanos e de 
vários animais de sangue quente (BIEN, 2012), portanto é uma indicadora de contaminação 
fecal, sendo um dos micro-organismos que causam DVAs mais comuns há vários anos no 
Brasil é um indicador de contaminação fecal em alimentos “in natura”, principalmente no 
leite cru (SVS, 2015; SVS, 2018). São bastonetes Gram-negativos, anaeróbios facultativos, 
fermentadores de lactose, produtora de lisina, urease-negativos, há cepas que produzem indol 
e outras não (ANVISA, 2015; KONEMAN, 2001). Doenças causadas por determinadas cepas 
de E. coli podem se manifestar de diversas formas devido à diversidade de fatores de 
virulência que ocorre na espécie, sendo que os genes de virulência são codificados por 
plasmídeos, bacteriófagos ou ilhas de patogenicidade (GYLES E FAIRBROTHER, 2010).  
 
3.2. Classificação de Escherichia coli 
 
E. coli, é uma bactéria da família Enterobacteriaceae, do grupo coliforme. A família 




facultativas e oxidase negativas e fermentam açúcares. Dentre elas também se encontram as 
bactérias fermentadoras de lactose pertencentes ao grupo coliformes, sendo diferenciadas 
pelos termos coliformes totais e coliformes termotolerantes. Os coliformes totais são 
utilizados como indicadores de falhas de processo e higiene dos processos de fabricação. São 
capazes de colonizar vários nichos das plantas de processamento sendo facilmente inativados 
pelos sanitizantes e destruídos pelo calor. (OLIVEIRA, 2015). Os Coliformes termotolerantes 
também são bactérias indicadores de falhas de processo e higiene dos processos de fabricação 
e fermentam a lactose com produção de gás a 44,5ºC (SILVA et al, 2006).  
Dentre as cepas de E. coli, existem tipos que estão mais associados com doenças 
gastrointestinais e podem ser veiculados por alimentos. Há seis tipos diferentes de E. coli 
diarreiogênicas, as quais são classificadas de acordo com sua patogenicidade, e 
consequentemente há diferenças nos sintomas das doenças causadas pelas mesmas (SOUZA 
et al, 2016). Que serão apresentados aqui:  
 E. coli entero-hemorrágica (EHEC): colite hemorrágica, sangue nas fezes, síndrome 
hemolítico-urêmico e púrpura trombótica trombocitopênica.  
 E. coli enterotoxigênica (ETEC): diarreia aquosa e febre baixa. 
 E. coli enteropatogênica (EPEC): diarreia aquosa com muco, vômito e febre.  
 E. coli enteroagregativa (EAggEC): diarreia aquosa persistente (mais de 14 dias). 
 E. coli enteroinvasiva (EIEC): febre e diarreia contendo muco e sangue. 
 E. coli difusamente adesiva (DAEC): diarreia (FORSYTHE, 2013, SOUZA, 2016, 
SILVA, 2018). 
Dentre as E. coli enteropatogênicas há as típicas (EPEC-t) e atípicas (EPEC-a) são 
frequentemente encontradas entre humanos e em animais (SOUZA, 2016).  
Apesar da importância de se conhecer as características do tipo de E. coli que está 
envolvida em um surto. O diagnóstico para diferenciação dos patotipos de E. coli 
diarreiogênicas em alimentos não é uma prática comum (COURA et al, 2014). 
As cepas de E. coli enteropatogênicas são conhecidas por possuírem proteínas que 
causam lesões conhecidas como “attaching and effacing” (ligação e desaparecimento) nas 
microvilosidades do intestino, sendo um plasmídeo chamado "EPEC aderence factor" (EAF) 
com genes envolvidos na expressão e montagem da fímbria denominada "bundle-forming 
pillus" (BFP), um importante fator para o processo (NATARO E KAPER, 1998; GIRON et 




normalmente, doenças que são caracterizadas pela produção de duas citotoxinas potentes que 
são semelhantes às toxinas de Shiga 1 e 2 (SANDRINI, 2007).  
Os elementos genéticos presentes no DNA da bactéria interferem no fator de 
virulência (QUIN et al., 2005). Os principais genes codificadores de fatores de virulência de 
E. coli diarreiogênica são: EPEC - eae (proteína intimina), bfpA, bfpB (proteína BFP A e B); 
EHEC - eae (proteína intimina), stx1, stx2 (shiga toxina 1 e 2); ETEC - ItA (toxina 
termolábil), est (toxina termoestável), EAggEC - aggR (gene regulador), aatA (gene presente 
no plasmídeo de aderência), aafII (proteína relacionada à fímbria); EIEC - ipaH (gene 
presente no plasmídeo de invasão); DAEC - escC, escJ, escN, escV (SCHULTSZ et al, 1994; 
SCHMIDT et al., 1995; KYAW, 2003; TOMA et al., 2003; ARANDA et al., 2007; VIDAL, 
2005; COURA et al, 2014, DIAS et al., 2016). 
As cepas de E. coli enterohemorrágica produzem toxinas conhecidas como 
verocitotoxina (VTEC) VT1, VT2 ou Shiga toxina (STEC) stx1, stx2. VTEC e STEC é a 
mesma toxina com nomes diferentes (SANDRINI, 2007). 
Dentre as cepas de E. coli enterohemorrágicas, o antígeno mais conhecido é o 
O157:H7, composto pelos genes rbfbO157 e fliCh7. Essas cepas podem ser detectadas com o 
meio Ágar Sorbitol-MacConkey. Em geral, estas cepas não fermentam sorbitol e não 
produzem β-glicuronidase, mas há relatos de cepas positivas para esses testes, com 
temperatura ótima de crescimento de 37ºC (JAY, 2005; BASTOS, 2009).  
As cepas de E. coli enterotoxigências são diferenciadas, pois produzem uma ou mais 
enterotoxinas, sendo elas termoestáveis ou termolábeis (CESTARI, 2016).  
As cepas E. coli enteroinvasivas invadem as células do intestino e propagam-se para as 
células adjacentes, semelhante à ação da bactéria Shigella sp., porém não produz a toxina 
(FORSYTHE, 2013, GONÇALVES et al, 2002). 
As cepas de E. coli enteroagregativas exibem a capacidade da aderência às células 
HEp-2 semelhante a “empilhamento de tijolos”. Estas carregam um plasmídeo para produção 
de fimbrias e da OMP (proteína de membrana externa específica) podendo causar uma 
diarréia persistente (JAY, 2005). 
As cepas de E. coli de difusamente adesiva foram classificadas dessa maneira por não 
formar microcolônias semelhantes às EPEC em células HEP-2. É considerado um grupo 
independente das EPEC com potencial diarreiogênico (NATARO e KAPER, 1998).  
As cepas de EPEC e EHEC contêm a ilha de patogenicidade LEE (Locus of Enterocyte 
Effacement) onde o gene eae está presente codificando a proteína intimina, muito importante 




As cepas EIEC, EPEC e EHEC são ácidos resistentes, ao contrário das outras cepas de 
E. coli. O antígeno O157, em especial, tem o sistema ácido resistente induzido, podendo 
permanecer adaptado até ao pH estomacal e colonizar o intestino, competindo com os micro-
organismos comensais (BASTOS, 2009). 
 
 
3.3. E. coli e coliformes em alimentos 
 
No Brasil foram relatados diversos surtos de DVAs envolvendo E. coli, sendo que na 
maioria deles não foram realizados ensaios para identificação dos fatores de virulência (SVS, 
2015; SVS, 2018) 
Em Maio e Junho de 2011 aconteceram surtos no norte da Alemanha no qual os 
alimentos considerados como envolvidos foram pepino, alface e tomate, sendo o principal o 
broto de alfafa, contaminado com E. coli produtora de toxina Shiga O104:H4 que causou mais 
de 830 casos de síndrome hemolítica urêmica (HUS) e 46 mortes. Essa mesma estirpe foi 
detectada em pepinos espanhóis, porém não houve ligação com o surto. As cepas associadas 
aos casos de síndrome hemolítica urêmica carregavam genes encontrados em dois tipos de E. 
coli diarreiogênica, E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli enterohemorrágica (EHEC) 
(MELLMANN, 2011; BEUTIN, 2012). 
Segundo dados do Centro de Controle de Prevenção de Doenças (CDC), em maio de 
2014, nos Estados Unidos da América, foram identificados 19 casos de pessoas doentes, com 
idade entre 11 a 52 anos, infectadas por E. coli O121 ao consumirem brotos de trevo. Os 
pacientes, no entanto, não desenvolveram a síndrome hemolítico-urêmica e nenhuma morte 
foi relatada. E. coli é uma importante causa de doenças em humanos podendo causar uma 
série de consequências para os consumidores, mesmo que alguns surtos consigam ser 
controlados a tempo (CDC, 2014). 
A pesquisa de identificação de E. coli é de suma importância, como já citado acima, 
pois é a bactéria indicadora de contaminação fecal clássica e coliforme termotolerante que 
pode indicar falha na higiene dos estabelecimentos e também falha de processamento 
(SILVA, 2014). Um estudo realizado em 20 restaurantes na cidade de Juazeiro do Norte, 50% 
dos estabelecimentos apresentaram presença de E. coli em 40% dos pratos, 30% dos garfos e 
faca de todos os estabelecimentos. Nesse estudo foi comparado também o tipo de serviço do 




20% em restaurantes populares (restaurante que serve comida abaixo do preço de mercado) 
(SILVA, 2014).  
Em análise microbiológica feita em queijo Minas frescal na Zona da Mata Mineira foi 
constatada a presença de E. coli em 16 (32%) amostras, sendo a maior incidência em amostras 
de produção artesanal. O autor afirma que “a ausência de BPF (Boas Práticas de 
Fabricação), contaminação cruzada, seja na produção artesanal ou industrial, deficiências 
na distribuição, associadas às más condições de armazenamento, favorecem a presença de 
microrganismos no queijo” (SOUZA et al, 2017). 
Na Bahia, foi realizada uma pesquisa de E. coli com 18 amostras de queijo Minas 
Frescal de 3 diferentes lotes de 3 marcas diferentes para avaliar a qualidade microbiológica, 
utilizando método Petrifilm EC, e foi constatado que das amostras avaliadas 100% dos 
isolados de E. coli estavam acima de 10
5
UFC/g. O autor sugere que essa baixa qualidade 
microbiológica se deve a falta de conhecimento das BPF por parte dos produtores rurais 
(MOTIN et al, 2016).  
 
 
3.4. Resistência bacteriana 
 
Na pecuária pode ocorrer o uso de antibióticos em doses ou tempo inadequados, pois é 
um medicamento utilizado de modo profilático, prevenindo supostas infecções, também 
utilizado para promover crescimento aumentando a eficácia alimentar por isso é muito 
adicionado em ração animal (PESSANHA et al., 2001; RANTALA, 2004; AZEVEDO, 2005; 
Arias, 2012).  
Aumentando, assim, a possibilidade de seleção de bactérias resistentes, que podem 
posteriormente, passar para o profissional que estiver manipulando, através das excreções de 
animais, ou, para o consumidor daquele alimento (PESSANHA et al., 2001, AZEVEDO, 
2005).  
Assim, há preocupação por parte dos órgãos governamentais e da Organização 
Mundial de Saúde quanto ao uso de antibióticos no tratamento de doenças de animais (WHO, 
2016, WHO, 2018; FDA, 2015). 
O uso inapropriado desses medicamentos para a manutenção da saúde humana e 
animal é de difícil controle, pois mesmo com a legislação RESOLUÇÃO-RDC Nº 20, DE 5 




classificadas como antimicrobianos, de uso sob prescrição, isoladas ou em associação”,  ainda 
ocorre o uso indiscriminado dos medicamentos (BEOVIC, 2006; RDC, 2011). 
Os fármacos β-lactâmicos são antimicrobianos capazes de inibir o crescimento de E. 
coli (PESSANHA, et al., 2001). Este grupo de antimicrobianos possui em seu núcleo 
estrutural o anel ß-lactâmico, o qual confere atividade bactericida, e, são agentes que inibem 
irreversivelmente a enzima transpeptidase. Esta enzima leva a formação de ligações cruzadas 
entre as cadeias peptídicas, as quais conferem à parede celular uma estrutura rígida, que 
protege a bactéria contra variações osmóticas (GUIMARÃES et al., 2010). As principais 
classes que pertencem a este grupo são penicilinas, cefalosporinas, carbapenens, monobactans 
e outros (Tabela 1). Resistência a esse grupo de antimicrobianos já foi observada (GHATAK 
et al, 2013, TRABULSI, 2005). 
 
Tabela 1 – Classificação dos antibióticos utilizados. Adaptado de GOODMAN & GILMAN'S, 2001; 
THOMSON & MOLAND, 2001; PEACH, et al 2013. 
 
Grupo Fármacos 
Penicilinas Amoxicilina + ácido clavulânico, Ampicilina, Cefoxitina 
Cefalosporinas Cefepime, ceftazidima, cefotaxima 
Carbapenens Imipenem 
Monobactans Aztreonam 
Quinolona Ácido nalidíxico, Ciprofloxacina 
Aminoglicosídeos Estreptomicina, Gentamicina, Tobramicina,  
Anfenicol Cloranfenicol 
Tetraciclina Tetraciclina 
Rifamicinas  Rifampicina 
Sulfonamidas Trimetoprim-sulfametoxazol, Sulfonamida 
Outros Fosfomicina, Trimetropina 
  
Alguns antibióticos são largamente utilizados para uso veterinário, como 
Ciprofloxacina, Ácido nalidíxico, Tetraciclina, Estreptomicina, Gentamicina e podem gerar 
resíduos nos alimentos de origem animal (GOODMAN & GILMAN'S, 2001; SPINOSA et al, 
2006; ANVISA, 2007; ALMEIDA, 2012; KAZAMA e KAZAMA, 2017). Apesar de serem 
encontrados resíduos de cloranfenicol em alguns estudos com amostras de leite é importante 




alimentação de todos os animais, incluindo homem, em diversos países, inclusive no Brasil, 
segundo a INSTRUÇÃO NORMATIVA Nº 9, DE 27 DE JUNHO DE 2003 Ministério da 
Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), pois possui efeitos tóxicos altos e causam 
efeito supressor na medula óssea (KAZAMA e KAZAMA, 2017). 
A resistência das bactérias aos antimicrobianos β-lactâmicos pode ocorrer quando a 
proteína de ligação ao antibiótico se altera e fica com baixa afinidade para produção de β-
lactamase que clivam a ligação amida do anel β-lactâmico, inativando o antibiótico (PFEIFER 
et al., 2010). 
A enzima β-lactamase é codificada em cromossomos (constitutivo) ou sítios 
extracromossômicos como plasmídeos ou transposons, sendo produzidas de modo ou 
induzidas, devido à possibilidade de ser codificada no transposons e plasmídeo, que são 
elementos que geram novas informações genéticas (MORAES et al, 2016). 
Os ácidos clavulânico, sulbactam e tazobactam foram combinados com as penicilinas 
para restaurar sua atividade, a despeito da presença de β-lactamases. O mecanismo de 
resistência das bactérias a estes medicamentos é a alteração do sítio de ação do 
antimicrobiano (MORAES, 2016). 
A resistência dos aminoglicosídeos ocorre devido à alteração dos sítios ribossômicos, 
alteração na permeabilidade e modificação enzimática da droga (MORAES et al, 2016). 
Segundo estudo feito por Pessanha et al (2001) pode haver resistência de cepas de 
E.coli com genes virulentos, uma vez que observaram que bactérias virulentas que continham 
determinados genes de resistência eram capazes de sobreviver e se multiplicar na presença 
desses fármacos (PESSANHA et al., 2001).  
Kumarasamy (2010) fez um estudo para verificar a resistência aos antibióticos em 
várias espécies de bactérias na Índia, Paquistão e Reino Unido, dentre estas E. coli.  
Observou-se resistência nos isolados de E. coli e Klebsiella pneumoniae frente a 
antimicrobianos β-lactâmicos, exceto a tigeciclina e a colistina, em Chennai, Haryana, Reino 
Unido e em outros locais na Índia e no Paquistão.  Muitos dos pacientes do Reino Unido 
tinham viajado para a Índia ou para o Paquistão no ano passado, ou tinham ligações com esses 
países. 
No Brasil, foi observado presença de E. coli resistente à antibióticos em queijo 
artesanal, no estado da Bahia podendo haver impacto na saúde pública, pois foram 
encontradas bactérias multirresistentes (EVANGELISTA-BARRETO et al, 2016). 
Em estudos clínicos feitos de 2013 a 2017, em um bebê de oito dias foi 




coli produtora de ESBL. Cinco outros neonatos, na UTIN simultaneamente também 
apresentaram resultado positivo para E. coli produtora de ESBL. Duas cepas produtoras de 
ESBL distintas foram implicadas, com evidência de transmissão entre mães e recém-nascidos 
para ambas as cepas (O’CONNOR et al, 2017). 
Em um estudo feito no Egito, isolaram E. coli em pacientes hospitalizados e atendidos 
no Hospital da Universidade Ain-Shams no Cairo, de 61 isolados 52 eram de E. coli com 
perfil ESBL representando 85,25% (EL-BADAWY MOHAMED et al, 2017). 
A pesquisa de E. coli produtora de ESBL em alimentos é importante, pois estudos 
recentes tem mostrado a presença desse tipo de micro-organismos em alimento 
comercializado e em ambiente de produção (TAMANG, 2013; BOTELHO, 2015). 
Foi pesquisada Escherichia coli  em 16 amostras de carne de frango, produzidas por 
quatro marcas comerciais no Brasil, e também a presença de E. coli produtora de ESBL. 
Foram encontrados 216 isolados confirmados como E. coli, sendo que 26 cepas apresentaram 
fenótipos ESBL positivos após testes de sinergia em disco duplo (BOTELHO, 2015). 
Na República da Coréia foram investigados 1536 isolados de E. coli em bovinos, leite, 
fezes de bovinos, ambiente agrícola e manipuladores, para avaliação do perfil de ESBL. Um 
total de 84 isolados eram produtores de ESBL e resistentes a ampicilina, cefalotina e 
cefotaxima, mas todos mostraram-se sensíveis a imipenem e cefoxitina (TAMANG, 2013). 
Em Merida, Venezuela, foram encontrados 45 isolados de E. coli em creme de leite, 
coalhada e requeijão. Foi realizado o antibiograma dos antibióticos ampicilina, amoxicilina-
ácido clavulánico, ceftazidima, cefotaxima, gentamicina, tobramicina, amikacina, 
ciprofloxacino, ácido nalidíxico, imipenem, meropenem e ertapenem por método de disco-
difusão. Das amostras avaliadas, 73% foram sensíveis a todos os antibióticos estudados, 24% 
apresentou resistência à ampicilina (GUILLÉN et al, 2014). 
Em pesquisa realizada no Rio de Janeiro, em 2018, para avaliar a resistência de 
bactérias Gram-negativas aos antibióticos em queijo Minas Frescal, os resultados observaram 
uma resistência elevada. Todos os queijos avaliados apresentaram bactérias resistentes e em 
13,3% a resistência foi observada para todos os antibióticos testados (SILVA, 2018).  
Em Minas Gerais foi realizado um estudo com queijo Minas frescal produzido com 
leite cru, leite pasteurizado e também com queijo temperado, Todas as amostras avaliadas 
foram consideradas insatisfatórias do ponto de vista higiênico-sanitário. As amostras de 
queijo com Serviço Inspeção Federal (SIF) com isolados de E. coli apresentou resistência em 
37,7%  tetraciclina, 35,5% cefalotina, 20% estreptomicina, 11,2% ceftriaxona e 7,8% 




16% cefalotina, 13,4% ácido nalidíxico, 7,3% estreptomicina, 6% cotrimoxazol, 4,6% 
amicacina e 0,6% ceftriaxona. Observou resistência em queijo temperado em 58,9% de 
tetraciclina, 26,7% cotrimoxazol, 20% estreptomicina, 15,6% ácido nalidíxico, 10% 
amicacina, 8,9% cefalotina, 4,4% gentamicina, 2,2% ceftriaxona e 1,1% ciprofloxacina 
(OKURA e MOACIR, 2010). 
No estudo de OKURA e MOACIR (2010), mostra como é importante a inspeção e 
também a adição de especiarias, para que o alimento tenha melhor qualidade microbiológica, 
observa-se que os queijo com SIF  e queijo temperado tem menor resistência aos antibióticos 
estudados pela mesma. 
Na Bahia, em amostras de leite UAT e pasteurizado foram encontrados resíduos de 
antimicrobianos, que pode ser devido ao desrespeito do período de carência, ou adição desses 
compostos para aumentar o tempo de prateleira ou falha no processo de higienização, esse 
fator que pode aumentar a resistência bacteriana (BRITO et al, 2016). 
 
3.5. E. coli x produtos lácteos 
 
O leite é um alimento rico em nutrientes, e por isso é considerado um meio de cultura 
para diversos micro-organismos transmitindo DVA e zoonoses que podem ser transmitidas 
para o ser humano. Portanto o cuidado com a higiene é fundamental, deve ser da ordenha até 
o produto final (CATÃO et al, 2001). 
O setor de laticínios é um dos quatro setores com maior faturamento na indústria 
alimentícia brasileira (CARVALHO, 2010; ABIA, 2015). De 2011 a 2016, o setor lácteo 
manteve sua produção estável no Brasil (IBGE, 2016). Sendo um setor que produz muito e 
gera empregos.  
Há relatos de isolamento de E. coli diarreiogênica em queijos (CANIZALEZ-
ROMAN, 2013; AHMED e SHIMAMOTO, 2015) e surtos envolvendo E. coli e produtos 
lácteos já foram relatados (CDC, 2010). A preocupação aumenta quando se observa que cepas 
patogênicas resistentes a antibióticos isoladas de alimentos são cada vez mais comuns 
(CANIZALEZ-ROMAN et al., 2013; CARDOSO e MARIN, 2014, AHMED e 
SHIMAMOTO, 2015). 
O surgimento da produção de β-lactamase de amplo espectro (ESBL) por E. coli é um 
problema de saúde pública, muito visto nas últimas décadas. Há relatos de isolamento em 




(CANIZALEZ-ROMAN, 2013; GHATAK et al., 2013; AHMED e SHIMAMOTO, 2015; 
CDC, 2010; NAGY et al., 2015).  
Sandrini (2007) fez um estudo em Pelotas-RS nos anos de 1999 e 2000 para verificar a 
produção de shiga toxina na bacia leiteira. Foram isolados 1127 cepas de E.coli a partir de 
247 amostras de fezes, água e leite em bovinos leiteiros sadios, em 60 propriedades.  
Observou-se que, cerca de 48 % dos animais em 95% das propriedades estavam infectados 
com a verocitotoxina E.coli (VTEC). Em 5% das amostras de leite cru foram isoladas VTEC 
(SANDRINI, 2007). 
 No Rio de Janeiro foram analisadas 30 amostras de queijo minas frescal para 
verificar E. coli enteropatogênica resistente aos antibióticos amicacina, ampicilina, 
ampicilina-sulbactano, aztreonam, cefepime, cefotaxima, cefoxitina, ceftazidima, cefalotina, 
ciprofloxacina, gentamicina, imipenem, meropenem, piperacilina-tazobactam, e trimetoprim-
sulfametoxazol. Cinco cepas de E. coli isoladas apresentaram resistência à ampicilina (DIAS, 
2012). 
O processamento do queijo tipo Minas frescal (Figura 1) envolve várias etapas nas 
quais pode haver contaminação por E. coli, sendo a de coagulação uma das etapas mais 
preocupantes para contaminação, pois é uma etapa demorada com temperatura ótima para 
multiplicação de coliformes, de 32 a 34 ºC, e o tanque pode estar contaminado devido à 
higienização ineficiente (SANTOS e HOFFMAN, 2010). Outras etapas que também são 
crítica envolvem manipulação como enformagem e as viragens, ocorrendo contato dos 
manipuladores com os queijos. Porém vale ressaltar que todo o processo precisa de controle 
rigoroso de higiene para evitar a contaminação. 
Santos e Hoffman (2010) avaliaram cada etapa de processamento na produção de 
ricota e queijo Minas frescal, e observaram E. coli no leite pasteurizado e em maior proporção 
na massa, demonstrando que durante o processamento do queijo é possível haver 






Figura 1 - Etapas de processamento do queijo Minas frescal (adaptado de SANTOS e 
HOFFMAN, 2010). 
 
3.6. Boas Práticas de Fabricação 
 
Para o controle de qualidade é muito importante seguir algumas regras pré 
estabelecidas para que ocorra uma condição de higiene sanitária eficiente e estável, 
melhorando assim o shelf-life e mantendo o padrão de qualidade da fabricação e do produto. 
Boas Práticas de Higiene (BPH) e Análise de Perigos e Pontos Críticos de Controle 
(APPCC) são regras necessárias para que o produto tenha uma segurança para o consumidor, 
e, identifique e determine os pontos críticos do processo para evitar contaminação microbiana, 
química e física (GONÇALVES, 2009). 
Segundo a ANVISA (RESOLUÇÃO DE DIRETORIA COLEGIADA – RDC Nº 275, 
DE 21 DE OUTUBRO DE 2002) os estabelecimentos produtores/industrializadores de 
alimentos devem desenvolver, implementar e manter os Procedimentos Operacionais 




As instalações, equipamentos, móveis e utensílios devem ser higienizados, a água 
controlada, os manipuladores devem ter higiene e com saúde apta para o trabalho, os resíduos 
devem ser manejados, os equipamentos devem estar com a manutenção preventiva e 
calibração em dia, o contato com vetores e pragas urbanas deve estar controlado e integrado, 
matérias-primas, ingredientes e embalagens devem ser bem selecionadas e é necessário um 





4. Material e métodos 
4.1. Obtenção das amostras 
 
Foram realizadas coletas em seis laticínios (Tabela 2) dentro do Estado de São Paulo 
em um raio de até 200 km de Campinas, sendo duas coletas em cada um. Em cada visita 
foram coletadas amostras de leite cru, leite pasteurizado, ambiente (superfície – ordenhadeira, 
mesa, tanque; utensílio - lira, pá, faca; e piso) e produto final (de 2 a 5 embalagens de queijo 
por coleta). Ao final das coletas, totalizaram 227 amostras, sendo estas: 47 de queijo, 103 de 
ambiente, 30 de utensílios, 13 de leite pasteurizado, 19 de leite cru e 15 de produtos 
intermediários (coágulo e salmoura). 
As amostras coletadas foram mantidas refrigeradas até o momento da análise que foi 
realizada no laboratório de toxinas, na Faculdade de Engenharia de Alimentos – UNICAMP. 
 
Tabela 2 - Divisão das coletas de acordo com o tipo de laticínios orgânico ou 
convencional. 
 
Laticínio Tipo Produção de leite no 
próprio estabelecimento 
A Orgânico Sim 
B Orgânico Sim 
C Orgânico Sim 
D Convencional Sim 
E Convencional Não 
F Convencional Não 
 
4.2. Determinação de Coliformes termo-tolerantes e de E. coli 
De acordo com o método Número Mais Provável para a análise de alimentos, 25 g 
±0,2 g ou 25 mL ±0,2 g da amostra foram homogeneizados em 225 mL de água tamponada 
peptonada (BPW), em sacos plásticos apropriados, que foram levados ao homogeneizador 
Stomacher por 60 seg. Para a análise de utensílios, ambiente, equipamentos e manipuladores 




uma série de diluições decimais, utilizando-se solução salina (KORNACKI & JOHNSON, 
2001).  
Para a análise de coliformes, foi inoculado 1 mL  de cada diluição, em séries de três 
tubos contendo 10 mL de caldo lauril sulfato de sódio por diluição, cada tubo contendo um 
tubo de Durham invertido. Os tubos foram incubados em estufa a 36 ± 1 ºC por 24-48 h. As 
amostras foram consideradas presuntivas e positivas para coliformes através da observação da 
formação de gás (no mínimo 1/10) nos tubos de Durhan. Para a confirmação de coliformes 
termotolerantes (CT), três alçadas de cada tubo positivo foram repicadas em tubos de ensaio 
com 5 mL de caldo EC com tubos de Durham invertidos, seguidos de incubação em estufa a 
45 ± 0,2 ºC por 24-48 h. Após o período de incubação, a leitura foi realizada pela observação 
da formação de gás (no mínimo 1/10) nos tubos de Durhan ou efervescência quando agitados 
gentilmente. A seguir, utilizando-se a tabela do NMP, foram calculados os NMP de CT por 
grama de amostra analisada (KORNACKI & JOHNSON, 2001). 
Para os tubos positivos no caldo EC foi feito o repique através da diluição para o Ágar 
EMB, com a finalidade de selecionar colônias de E. coli, uma vez que este é um meio seletivo 
para membros da família Enterobacteriaceae fermentadores e não fermentadores de lactose. A 
E. coli forma um centro escuro com camada metálico esverdeada. Também foram inoculados 
em ágar MacConkey, meio seletivo para bactérias Gram-negativas, pois a concentração de 
sais biliares inibe os microrganismos Gram-positivos. Esse meio permite um agrupamento 
preliminar de bactérias entéricas e outras bactérias Gram-negativas fermentadoras e não 
fermentadoras da lactose, incubadas a 37 ºC por 24-48 h em aerobiose.  
As colônias típicas de E. coli foram submetidas a testes bioquímicos (Tabela 3): citrato 
de Simmons (Figura 2) (utilização do citrato como fonte de carbono), indol (Figura 3) 
(produção de indol a partir do triptofano), teste de vermelho de metila (Figura 4) (produção de 
ácido indicando fermentação), Voges-Proskauer (Figura 5) (produção de acetoína) 
(KONEMAN, 2001). Após o isolamento, as cepas de E. coli foram conservadas em ágar 










Tabela 3 - Confirmação de E. coli por testes bioquímicos, resultados esperados para E. coli (Adaptado 
de SILVA et al, 2010). 
 





Positivo 48 h Vermelho ou rosa 
Voges-Proskauer Negativo 48h Amarela 
Indol Positivo/Negativo 24h Anel vermelho ou rosa 
Citrato de 
Simmons 
Negativo 96h Verde 
 
  
Figura 2 - teste de Citrato           Figura 3 - Teste de Indol 
 
  
Figura 4 - Teste Vermelho de metila      Figura 5 - Teste Voges-proskauer 
Figura 2, 3, 4 e 5 - Resultados esperados para E. coli (Fonte própria) 
4.3. Caracterização molecular  
 
Para extração, os isolados foram incubados por 18 h em uma placa de ágar Luria-
Bertani (LB), e em seguida, uma colônia isolada foi transferida para um tubo de 
microcentrífuga contendo 200 µL de água Milli-Q estéril e após submetida à fervura por 10 
min. A seguir, foi resfriada em banho de gelo por 10 min e centrifugada a 13.000 rpm por 2 




Após esse processo foi feita a amplificação do DNA por reação de PCR (Polymerase 
Chain Reaction). Para cada reação foram utilizados 4 μL do DNA molde, 0,5 μL de Taq DNA 
Polymerase (feita pela aluna no laboratório), 2,5 μL tampão de PCR 1 X, 1,5 μL de cloreto de 
magnésio, e 0,5 μL da mistura de dNTPs (Invitrogen), 1μL de prímer reverse, 1 μL de prímer 
foward e 13,71 μL de água miliQ. As amostras foram amplificadas com os seguintes 
parâmetros: 94 °C por 5 min, 35 ciclos no qual cada ciclo consiste de 1,5 min a 94 °C para 
desnaturação, 1,5 min para anelamento do oligonucleotídeo iniciador (Tabela 4) e 1,5 min a 
72 °C durante cadeia de alongamento. Após os 35 ciclos, foi realizada a etapa de extensão 
final a 72 °C por 5 min.   
Para a classificação das cepas diarreiogênicas foi realizado a detecção dos seguintes 
genes relacionados com cada patotipo: eae, stx1 e stx2 (E. coli produtora de Shiga toxina); 
eae, bfpA e bfpB (E. coli enteropatogênica); aafII, aatA e aggR (E. coli enteroagregativa), ltA 
e est (E. coli enterotoxigênica); ipaH (enteroinvasora) (Dias et al., 2016). Além disso, foram 
pesquisadas cepas de E. coli O157:H7 (rfbO157, fliCh7). Para as cepas que não apresentarem 
nenhum gene de virulência foi feita a confirmação de E. coli com com a região 16s do RNA. 
 
Tabela 4 - Sequências dos iniciadores empregados nas reações de PCR para a pesquisa de 
fatores de virulência em E. coli diarreiogênicas (Prímer/Patotipo) (continua) 
Genes de 
virulência 

















































Tabela 4: Sequências dos iniciadores empregados nas reações de PCR para a pesquisa de 

























































4.4. Perfil fenotípico de susceptibilidade a antimicrobianos 
 
Foi testada a sensibilidade aos antimicrobianos ampicilina, amoxicilina-ácido 
clavulânico, imipenem, aztreonam, cefepime, cefoxitina, ceftazidima, cefotaxima, 
trimetoprim-sulfametoxazol, tetraciclina, cloranfenicol, ácido nalidíxico, ciprofloxacina, 
gentamicina, tobramicina, estreptomicina, fosfomicina e rifampicina. 
As cepas de E. coli foram semeadas em caldo BHI, incubada a 35 ºC por 18-24 h. A 




diluição foi semeada na superfície do ágar Mueller-Hinton (MH) por swab e em seguida 
foram adicionados os discos de antibiótico. As placas foram incubadas a 35± 2°C por até 24 
h, para posterior análise dos diâmetros dos halos de inibição. A investigação e interpretação 
deste método foram realizadas de acordo com as normas do Manual Clinical and Laboratory 
Standards Institute (CLSI, 2015).  
 
4.5. Investigação de E. coli produtoras de β Lactamase de Amplo Espectro (ESBL) 
 
A preparação do antibiograma foi realizada como explicado no item anterior (4.4) e 
foram colocados discos dos antibióticos amoxicilina-ácido clavulânico, um β-lactâmico 
inibidor de β lactamase em aproximação com uma cefalosporina de amplo espectro. Nas 
cepas produtoras de ESBL observa-se sinergia entre os discos com uma deformação do halo 
quando em proximidade com o amoxicilina-ácido clavulânico devido a inibição de β 
lactamase (Jarlier et al., 1988). 
Foi realizado o antibiograma colocando o disco de amoxicilina-ácido clavulânico entre 
um disco de ceftazidima e outro de cefotaxima para a identificação de cepas produtoras de β-
lactamase.  
 
4.6. Análise estatística 
 
Para a análise estatística dos dados obtidos foi utilizado o teste quiquadrado, um 
método estatístico utilizado para verificar se a diferença do laticínio (convencional ou 





5. Resultados e discussão 
 
5.1. Análise microbiológica 
 
De acordo com os resultados obtidos (Tabela 5), foi possível isolar e observar a 
presença de coliformes e E. coli  das amostras de leite, ambiente e produto final. Na tabela 3 
constam apenas as amostras positivas para coliformes totais e termotolerantes, as outras 
amostras apresentaram resultado de <3NMP/cm² de coliformes totais e termotolerantes.  
Das 227 amostras coletadas, 44,10% continham coliformes totais e 31% apresentaram 
coliformes termotolerantes. As amostras consideradas positivas foram determinadas segundo 
a Figura 6, onde houve crescimento e fermentação de lactose com produção de gás.  
  
Figura 6: Coliformes presuntivos e Coliformes Totais 
 
Foi feito um estudo em Constantina – RS, com a água utilizada para irrigação na 
produção de alimentos em agroindústrias de pequeno porte, principalmente produtos cárneos 
e derivados de leite e o laticínio apresentou contaminação por Coliformes Totais e por 
Coliformes Termotolerantes, superiores aos permitidos pela legislação do Ministério da Saúde 
(VOLKWEIS et al, 2015). Lembrando que a produção de um leite de qualidade envolve boas 
práticas agrícolas. 
Os coliformes termotolerantes são indicadores de condições higiênico-sanitárias 
insatisfatórias, pois são de fácil isolamento e identificação em amostras a partir do ambiente e 
produto. Estes micro-organismos podem causar deteriorações indesejadas nos alimentos. No 
presente trabalho observou-se que nos laticínios não apresentavam condições higiênico-
sanitárias adequadas, tanto em superfícies de contato direto com a produção do queijo como 
as de contato indireto, pois havia coliformes acima do padrão estabelecido na American 




Considerando a média de coliformes termotolerantes por amostras média de todos os 
laticínios, foi possível observar que a contaminação por coliformes termotolerantes 
(>3NMP/g ou cm2) ocorre mais em queijo seguido do leite cru (Figura 6). É possível observar 
que há presença de coliformes termotolerantes no leite pasteurizado. Isso, junto com a 
hipótese de recontaminação pode explicar a porcentagem alta em queijos. 
 
 
Figura 6 - Média de todos os laticínios para Coliformes termotolerantes >3NMP/cm² ou g ou 
mL por tipo de amostra. (n=69). 
 
No laticínio A foram encontradas 6 isolados de E. coli, no laticínio B 9, no laticínio C 
8, no laticínio D 11, no laticínio E 1 e no laticínio F 1. Sendo 23 amostras de laticínios 
orgânicos e 13 de laticínios convencionais. Com a análise estatística foi possível confirmar 
que a diferença entre o tipo de laticínio é significante para a quantidade de E. coli no produto 
final. Essa diferença se deve a utilização de produtos não muito eficientes para o controle 












Tabela 5 - Média de coliformes presuntivos e termotolerantes (NMP) e quantidade de E. coli 























Leite Cru 1.1*10³ 1.1*10³ + 
Leite 
Pasteurizado 
1.1*10³ 1.1*10³ 0 
Tanque 1.1*10³ 1.1*10³ + 
  Ralo 1.1*10³ 1.1*10³ + 
    Queijo 1.1*10³ 1.1*10³ + 










5,6*10² 5,5*10² 0 
  Piso 1,1*10³ 1,1*10³ 0 




Mesa 9 <3NMP/cm² 0 
Coágulo  2,4*10² 2,1*10¹ + 
Queijo 1,1*10³ 7,6*10² + 
B 1 Leite Cru 1,14*10² 1,14*10² + 
    Ordenha 1,1*10³ 2,4*10² + 
    Piso 5,5*10² 5,5*10² 0 
    Piso câmara 1,1*10³ 1,1*10³ + 
    Mão 5,5*10² <3NMP/cm² 0 
    Ralo 1,1*10³ 1,1*10³ + 
    Queijo 1,1*10³ 6,1*10² + 





Ordenha 1,1*10³ 1,1*10³ + 
Tanque 
Coagulação 
1,5*10¹ <3NMP/cm² 0 
  Ralo 1,1*10³ <3NMP/cm² 0 
    Coágulo 2,4*10² 9 + 

















Leite Cru 1,1*10³ 9,3*10¹ + 
Mesa 1,1*10³ 1,1*10³ + 
Piso câmara 9,3*10¹ 9,3*10¹ 0 
Piso  1,1*10³ 1,1*10³ + 
Lira 5,5*10² <3NMP/cm² 0 
Mão 1,1*10³ <3NMP/cm² 0 
Ralo 1,1*10³ 1,1*10³ + 
Queijo 1,1*10³ 7,4*10² + 
C 2 Leite Cru 1,1*10³ 1,1*10³ 0 
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Piso câmara 1,1*10³ <3NMP/cm² 0      
Ralo 1,1*10³ <3NMP/cm² 0 
Salmoura 5,5*10² 5,5*10² + 

















Leite Cru 1,3*10² 2,1*10¹ + 
Pá 4 <3NMP/cm² 0 
Ralo 1,5*10¹ 1,5*10¹ 0 
Piso 7 7 + 
Mesa 9 9 + 
Lira 9 9 + 
Tanque 
coagulação 
2,1*10¹ 9 + 

















Leite Cru 1,1*10³ 6,7*10² 0 
Leite 
Pasteurizado 
4,3*10¹ 4,3*10¹ 0 
Tanque de 
coagulação 
1,5*10¹ <3NMP/cm² 0 
Mesa 2.3*10¹ 2,3*10¹ + 
Ralo 2,4*10² 2,4*10² + 
Lira 2,3*10¹ <3NMP/cm² 0 
Piso 
Processamento 
1,1*10³ 1,1*10³ + 
Queijo 8,8*10² 4,8*10² + 




2,3*10¹ 2,3*10¹ 0 
  
Faca 2,3*10¹ 2,3*10¹ 0 
  Forma Ácida 2,3*10¹ 2,3*10¹ 0 
  
Caixa câmara 1,1*10³ 2,3*10¹ 0 
  
Mão 2,3*10¹ 2,3*10¹ 0 
  
Ralo 1,1*10³ 1,1*10³ 0 
  
Piso 2,4*10² 2,4*10² 0 
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Forma 2,3*10¹ 2,3*10¹ 0 
Coágulo 2,4*10² 2,4*10² 0 
Piso Câmara 2,4*10² 2,4*10² 0 
Tanque 
coagulação 
2,3*10¹ <3NMP/cm² 0 
Queijo 8,8*10² 4,8*10² + 
E 2 Leite Cru 1,1*10³ 4 0 
    
Leite 
Pasteurizado 
>1,1*10³ 4 0 
    
Piso câmara 
Fria 
4 7 0 
    
Caixa câmara 
Fria 
2,4*10² 4 0 
    Ralo >1,1*10³ 4 0 
    Mão 2,3*10¹ 2,3*10¹ 0 
    Coágulo 9,3*10¹ <3NMP/cm² 0 
    Queijo >1,1*10³ 57 0 
F 1 Leite Cru 1,1*10³ 1,1*10³ 0 
    
Leite 
Pasteurizado 
2,3*10¹ <3NMP/cm² 0 
    Lira 2,3*10¹ <3NMP/cm² 0 
    
Estante 
câmara 
2,4*10² <3NMP/cm² 0 
    Ralo 1,1*10³ 4,3*10¹ + 
    Forma 2,3*10¹ <3NMP/cm² 0 
    Piso 1,1*10³ 2,4*10² 0 
    Queijo 3,7*10² <3NMP/cm² 0 
F 2 Leite Cru 1,1*10³ 7 0 
    
Leite 
Pasteurizado 
2,3*10¹ 4 0 
  Piso câmara  2,3*10¹ 2,3*10¹ 0 
    Tanque 2,3*10¹ <3NMP/cm² 0 
    Caixa 2,3*10¹ <3NMP/cm² 0 
    Forma 2,3*10¹ <3NMP/cm² 0 
    Ralo 1,1*10³ <3NMP/cm² 0 
    Piso 1,1*10³ 9 0 
    Queijo 1,6*10² 1,9*10¹ 0 






Em todas as 12 coletas foram encontradas coliformes nas amostras de queijo. Das 
amostras de queijo coletadas e analisadas, 47 amostras continham coliformes totais, 31 
apresentaram coliformes termotolerantes e em 28 foram observadas presença de E. coli.  De 
qualquer forma, as amostras de queijo se apresentaram dentro dos padrões estabelecidos para 
coliformes termotolerantes segundo a RESOLUÇÃO-RDC Nº 12, DE 02 DE JANEIRO DE 
2001 – ANVISA que é para estabelecer os Padrões Microbiológicos Sanitários para 
Alimentos e determinar os critérios para a Conclusão e Interpretação dos Resultados das 
Análises Microbiológicas de Alimentos Destinados ao Consumo Humano. (BRASIL - 
ANVISA, 2001). 
Para diminuir a quantidade de coliformes é importante a melhoria das condições de 
higiene dos laticínios, sendo importante que os manipuladores ao apresentarem enfermidades 
que possam comprometer a qualidade higiênico-sanitária dos alimentos sejam afastados da 
atividade. Além disso, não devem fumar, falar, cantar, assobiar, espirrar, cuspir, tossir, comer 
durante a manipulação. Devem usar cabelos presos e protegidos por toucas ou outro acessório 
apropriado. Devem lavar as mãos ao chegar ao trabalho, antes e após manipular alimentos e 
sempre que se fizer necessário. E os visitantes devem cumprir os requisitos de higiene e de 
saúde estabelecidos para os manipuladores. Os uniformes devem ser conservados e limpos. 
Utilizar hipoclorito de sódio, ácido peracético ou Compostos de Quaternário de Amônia, na 
lavagem dos sapatos, chão, equipamentos e utensílios usados dentro da planta de 
processamento (BRASIL – ANVISA, 2004; MENEGARO, 2016; MINBIOLE, 2016.). 
No norte do Paraná foi verificada a presença de coliformes em queijo mussarela e para 
todas as amostras foram encontradas coliformes totais e termotolerantes abaixo do limite de 
legislação vigente, indicando que estes queijos estão em condições higiênico-sanitárias 
satisfatórias. Já em queijo Minas frescal, foram encontradas algumas amostras com valores 
acima do valor estabelecido pela legislação (OLIVEIRA et al, 2017).  
No laticínio A podemos observar que na primeira coleta houve uma contagem alta 
tanto nos produtos iniciais como no produto final e ambiente sendo que E.coli estava presente 
em praticamente todas as amostras positivas para coliformes termotolerantes, exceto no leite 
pasteurizado. Na segunda coleta, a contaminação se manteve. A forma, um utensílio 
diretamente utilizado no queijo, estava com valores de 1,1 x 10³ essa contagem é acima do 
esperado quando comparamos com o padrão permitido para superfícies pela American Public 
Health Association (APHA) que sugere para utensílios e ambiente por cm² um valor de 
100UFC mesófilos. No Brasil, não há legislação para superfície. Assim, amostras com NMP 




amostra do piso também apresentou quantidade alta de coliformes termotolerantes.  Nas 
amostras de queijos, os mesmos se encontram dentro do padrão estabelecido pela ANVISA, 
(2001), porém está em contagem próxima da permitida pela legislação. Pode-se observar E. 
coli em amostras de coágulo e queijo, fato preocupante, uma vez que a E. coli pode ser 
patogênica. Esses resultados indicam uma falha no procedimento de higienização, essa falha 
pode-se levar em conta vários fatores, como, resíduos de leite nas superfícies, animais sem as 
lavagens adequadas, ambientes abertos para a produção sem sistemas anti-pragas. 
No laticínio B, na primeira coleta o piso e o ralo apresentaram contagem de coliformes 
alta. O piso apresentou na primeira coleta coliformes termotolerantes e na segunda coleta 
apresentou  <3NMP/cm² de coliformes totais e termotolerantes, já o tanque de coagulação na 
primeira coleta não apresentou coliformes nem E. coli, porém foi observado contagem de 
coliformes totais na segunda coleta, mostrando que a higienização não foi uniforme durante as 
coletas em relação ao ambiente. Na segunda coleta, o ralo continuou com contagem de 1,1 x 
10³ para Coliformes presuntivo. E. coli foi encontrada nas duas coletas no leite cru, queijo e 
ambiente. 
 No laticínio C, na primeira coleta, houve uma contagem acima de 100UFC/cm² de 
coliformes termotolerantes, nas amostras de ordenhadeira, mesa, tanque de coagulação e piso. 
Na segunda coleta, foi encontrado E. coli somente no queijo e na salmoura, algo preocupante 
porque a salmoura não apresentou contaminação na primeira coleta, mostrando que pode ter 
ocorrido uma contaminação cruzada nessa parte do processo. 
 No laticínio D, na primeira coleta todas as amostras estavam dentro do padrão de 
referência de 100UFC/cm² para mesófilos. Na segunda coleta, o piso do processamento 
apresentou contagens altas de coliformes termotolerantes. 
 No laticínio E, na primeira coleta, as amostras coletadas do leite cru e ralo estavam 
com contagem de 1,1 x 10³ para Coliformes Totais considerando acima do valor esperado, 
havia E.coli no queijo o qual tinha coliformes termotolerantes, no valor dentro do permitido. 
Na segunda coleta, as amostras em todo o processo estavam com quantidade de coliformes 
dentro do valor de referência, porém o processo pode estar com números baixos de coliformes 
e pode haver contagem de mesófilos. Na coleta 2 não foi encontrada cepas de E. coli. 
No laticínio F, na primeira coleta o piso estava com contagem de 2,4 x 10² sendo 
acima da referência estabelecida pelo APHA, havia E. coli apenas no ralo. Na segunda coleta, 
ocorreu o mesmo do laticínio E, todas as amostras de coliformes estavam dentro do limite em 




No presente trabalho das 227 amostras coletadas Escherichia coli foi encontrada em 
33 amostras (Figura 7) e apenas uma amostra, isolada de amostra do piso foi confirmada para 
E. coli diarreiogênica (ETEC). Dessas 33 amostras 2,94 % da lira, 5,88 % de ordenhadeira, 
2,94 % de salmoura, 5,88 % de coágulo, 5,88 % de tanque de coagulação, 8,82 % da mesa, 
11,76 % de piso, 14,70 % de ralo, 14,70 % eram de leite cru, 26,47 % de queijo. Observa-se 
que as amostras de leite pasteurizado não apresentaram contaminação por E. coli, porém o 
micro-organismo foi observado em queijo e isso mostra que por mais que a pasteurização 
diminua a contagem de bactérias e diminua as formas vegetativas dos patógenos pode ocorrer 
uma recontaminação pelo ambiente, processamento ou manipulador. 
  
Figura 7 - Características morfológicas das colônias de E. coli isoladas no meio Levine e 
MacConkey incubadas a 37 ºC por 24h. 
 
5.2. Análise por Biologia Molecular 
  
De acordo com as análises feitas de cada gene de E. coli diarreiogênica foi observado 
apenas um isolado de amostra do piso com a presença do gene est, o que a caracteriza como 
ETEC. 
Podemos observar que os isolados não foram positivos para EHEC, um dos grupos 
mais severos de E. coli, pois causam sangue nas fezes, colite hemorrágica, síndrome 
hemolítico-urêmica e púrpura trombótica trombocitopênica, sendo protagonista de vários 
surtos ocorridos na Europa e América, causando mortes.  
Os genes flicH7 e rbfbO157 são os presentes no sorotipo O157:H7. Contudo, é 
importante ressaltar que no presente estudo os genes flicH7 e rbfbO157 não foram 
encontrados em nenhuma amostra. Os genes stx1 e stx2 também não foram isolados em 
nenhuma cepa isolada como observado na Figura 8. Assim como em um estudo feito no 
Paraná foram coletadas 20 amostras de leite cru na região de Londrina e não foram 




(2016) com este trabalho, o resultado é semelhante em relação ao gene stx. Mesmo não sendo 
encontrado nos laticinios é importante a continuação desse tipo de estudo, pois como 
mencionado anteriormente E. coli com gene stx pode ser veiculada por alimento e levar o 
consumidor a adoecer e até a óbito. 
O gene eae (EPEC ou EHEC) foi encontrado em cepas isoladas de três laticínios, 
totalizando cinco cepas, uma em leite cru (laticínio D primeira coleta), três em queijo 
(laticínio B segunda coleta, D segunda coleta e E primeira coleta) e uma no ralo (laticínio D 
segunda coleta). Porém como os genes bfpA e bfpB não foram encontrados estes isolados não 
podem ser caracterizados como E. coli diarreiogênica.  
Segundo um levantamento bibliográfico de Souza (2016), há relatos de EPEC 
causando diarreia desde 1940, porém os isolados do presente estudo foram negativos para os 
genes bfpA e bfpB.  
Dentre as amostras analisadas do grupo de E. coli Enterotoxigênica (ETEC) não foi 
observada nenhum isolado contendo a presença de amplificação do gene lta, apenas o est foi 
encontrado em um laticínio, em amostra do piso. 
Foi feito um estudo no Sul do Brasil com PCR multiplex em tempo real para detectar 
fatores de virulência (toxinas e fímbrias), em amostras de diarreia de aves e suínos. No 
referido estudo foram obtidos 25 isolados de E. coli com fatores de virulência, sendo que 40 
% dessas amostras positivas foram encontradas no PR, 32% no RS e 28% em SC. Foram 
caracterizados isolados com uma (36%) ou duas (16%) fímbrias, e bactérias com uma 
(48,3%), duas (16%) e três (4%) toxinas. Apenas 39,7% dos isolados apresentaram os genes 
que codificam os fatores de virulência de ETEC (CERVEIRA et al, 2008). 
Em Londrina, no Paraná, investigou-se a presença de E coli em queijo de leite cru, 
onde foram analisadas 147 amostras de queijo Minas e destas, 28 amostras apresentaram E. 
coli. A partir da análise por PCR foi encontrada uma amostra de E. coli EPEC atípica, que 
comumente causa diarreia em crianças (CAMPOS et al, 2017).  
De acordo com os resultados observados no presente estudo, a E.coli diarreiogênica 
não está presente no queijo e nem no processo em geral, pois foi isolada e encontrada apenas 
em amostra de piso, o que minimiza os riscos, entretanto a presença de E. coli no processo 
deve ser considerada, pois é pouco provável não ocorrer E. coli em laticinios, no Brasil, pois é 





5.3. Análise de susceptibilidade a antimicrobianos 
 
De acordo com os resultados dos antibiogramas pode-se observar que todos os 
isolados foram resistentes à rifampicina, o que era de se esperar, pois não esta na lista de 
antibióticos indicados para E. coli, segundo Manual Clinical and Laboratory Standards 
Institute (2014) (CLSI). Em relação aos outros antibióticos em sua maioria foram sensíveis. A 
Tabela 6 representa a quantidade de isolados sensíveis, resistentes e intermediários. Os 
intermediários são aqueles em que a concentração de crescimento que não permite a 
visualização macroscópica bacteriana é próxima à concentração sérica máxima, podendo ser 
















Tabela 6 - Perfil de susceptibilidade aos antibióticos dos isolados de E. coli obtidos em amostras de laticínios.  
 





O estudo de bactérias com perfil de ESBL é de grande importância, pois são 
enzimas produzidas por Enterobactérias para hidrolisar os antibióticos utilizados contra 
as mesmas, isso pode dificultar o tratamento podendo levar o paciente a óbito. Levando-
se em consideração que na área clínica são encontrados muitos casos de isolados com 
esse perfil (SHAIKH et al, 2015).  No presente trabalho, nenhuma cepa foi característica 
para ESBL. 
É importante ressaltar que neste trabalho nenhuma cepa se apresentou com perfil 
ESBL (β-lacatamâse de amplo espectro). A Figura 9 – 3 é apenas de um isolado, porém 
em todas as amostras que foram colocados discos dos antibióticos amoxicilina-ácido 
clavulânico, em aproximação com duas cefalosporina de amplo espectro, não foi 
observado ação sinérgica. 
 
1  2  3  
Figura 9: Antibiograma de E. coli isolada de queijo. Sensibilidade a ampicilina, imipenem, 
aztreonam, cefepime, cefoxitina, trimetoprim-sulfametoxazol, tetraciclina, cloranfenicol, ácido 
nalidíxico, ciprofloxacina, gentamicina, tobramicina, estreptomicina, fosfomicina e rifampicina 
nas figuras 9 -1 e 9-2. Na Figura 9-3 para verificar perfil ESBL (β-lacatamâse de amplo espectro) 
amoxicilina-ácido clavulânico (beta-lactâmico) foi colocado entre um disco de ceftazidima 
(cefalosporina) e outro de cefotaxima (cefalosporina). 
 
A multiresistência bacteriana é um grave problema de saúde pública, tem sido 
muito observada no ambiente hospitalar e na pratica veterinária. Estando associada ao uso 
inadequado de antibióticos, algo que dificulta o tratamento, fazendo com que seja longo 
ou até que não tenha efeito podendo levar o paciente ao óbito (LOUREIRO, et al 2016). 
Tais antibióticos amoxicilina-ácido clavulânico, aztreonam, cefepima, cefotaxima, 
ceftazidima, ciprofloxacina, gentamicina, imipenem e tobramicina foram eficientes com 




No laticínio A foram encontrados cinco isolados de E. coli multirresistentes, 
sendo quatro de queijos e um de coágulo. Essas cepas foram resistentes aos 
aminoglicosídeos, cefalosporinas, sulfonamidas, e trimetropina. 
No laticínio B, ocorreram 11 cepas multirresistentes, uma proveniente de amostras 
de leite recém-ordenhado e dez de produto final. Essas cepas foram resistentes às 
penicilinas, cefalosporinas, carbapens, monobactans, quinolonas, aminoglicosídeos, 
tetraciclinas e trimetropina. 
No laticínio D, foram detectadas três cepas multirresistentes, uma isolada de 
amostra do piso e outras duas de queijo. Essas cepas foram resistentes às penincilinas, 
carbapens, monobactans, quinolonas, aminoglicosídeos, tetraciclinas, sulfonamidas e 
trimetropina. 
Em Maringá – PR foi feito um estudo isolando 95 E. coli em amostras de leite de 
vaca pasteurizado. Todos os isolados eram sensíveis a amoxicilina-ácido clavulânico, 
aztreonam, cefepima, cefotaxima, ceftazidima, ciprofloxacina, gentamicina, imipenem e 
tobramicina. As maiores taxas de resistência foram observadas para cefalotina (55,78%) e 
ampicilina (26,31%). Esses resultados são preocupantes, pois a pasteurização ocorre para 
que elimine as células vegetativas do leite, e foi isolada 95 cepas e dessas uma quantidade 
significativa de resistentes aos antimicrobianos (OLTRAMARI et al, 2014). 
Fazendo uma correlação com os resultados do presente estudo e de 
OLTRAMARI, (2014), pode-se observar que as cepas testadas, em sua maioria 
apresentaram sensibilidade aos antibióticos.  
No presente estudo, os isolados provenientes das amostras de queijo foram 
resistentes a Ampicilina 22 %, Imipenen 3 %, Aztreonam 6 %, Cefotaxima 8 %, 
Ceftazidima 3 %, trimetoprim-sulfametoxazol 8 %, Tetraciclina 15 %, Cloranfenicol 3 %, 
Ácido nalidíxico 8 %, Gentamicina 4 %, Tobramicina 3 %, Estreptomicina 17 %, 
Fosfomicina 1 % e Rifampicina 100 %. 
Diante dos dados avaliados de estudos recentes pode-se observar que no Brasil 
são encontradas cepas resistentes em diversos alimentos, então é necessário uma melhoria 
no controle de transferência dessas cepas resistentes e conscientização do uso racional de 
medicamentos tanto na clínica humana e animal como na agropecuária. 
Os dados de multirresistência são muito preocupantes, pois isso dificulta o 
tratamento e é um problema de saúde pública, pois infecções matam milhares de pessoas 




Doenças definiram a resistência microbiana como uma crise global, que se deve ao uso 
indevido de antimicrobianos (OMS, 2018).  
Há um novo conceito conhecido como saúde única (One Health) para projetar 
e implantar programas, políticas, legislação e pesquisa em que vários setores se 
comunicam e trabalham juntos para alcançar melhores resultados de saúde pública. As 
áreas de trabalho incluem segurança alimentar, controle de zoonoses, e combate à 
resistência a antibióticos, pois muitos micro-organismos infectam animais e seres 
humanos, pois vivem no mesmo ecossistema. Muitos profissionais que atuam em 
diferentes setores, como saúde pública, saúde animal, fitossanidade e meio ambiente, 
devem se unir para detectar, responder e prevenir surtos de zoonoses e problemas de 
segurança alimentar e fornecer orientações sobre como reduzir esses riscos (WHO, 
2017).  
O alimento pode ser um veículo de bactérias multirresistentes, e observar esses 
micro-organismos nas amostras de queijo são preocupantes, uma vez que o mesmo é um 
alimento pronto para o consumo. A presença dessas bactérias pode causar infecção 
intestinal no consumidor podendo levar a óbito no caso de cepas mais severas e que 
podem ser multirresistentes a antibióticos.  
De acordo com os resultados obtidos nesse trabalho (Tabela 7), observamos que 
E. coli está presente em sua maioria nas amostras de queijo, algo preocupante mesmo não 
contendo genes caracterizando-as como cepas diarreiogênicas, pois indica uma falha no 
processo de implantação de Boas Práticas de Fabricação e o consumo desse queijo pode 
ser considerado um risco para saúde pública. É possível notar que no leite pasteurizado 
não houve presença de E. coli, o que mostra que pode ter ocorrido uma contaminação 
cruzada a contaminação pós processamento. 
Há contaminação no ambiente e em um utensílio o que mostra que as condições 
de higiene precisam ser revisadas e alteradas. Foram identificadas cepas resistentes aos 
antibióticos, sendo cepas isoladas, em sua maioria, de queijo. 
Para evitar a resistência bacteriana é importante a prevenção e controle da 
disseminação dos micro-organismos resistentes, o produtor deve respeitar o tempo de 
carência dos antibióticos utilizados até a coleta do leite e pesquisas de novos fármacos 






Tabela 7 - Perfil de resistência e virulência de E. coli confirmadas, em amostras obtidas de Leite 









Resistência a antibioticos 
Leite Cru e 
Ordenha 
7 20,58% eae (1) 
AMC(7%), AZT(17%), CFO(17%), CPM(17%), CFX(17%), 
CAZ(17%), SDT(11%), TOB(13%), ESP(25%)e RIF(100%). 
Queijo 9 26,47% eae (4) 
AMP(22%),  IMP(3%), AZT(6%), CFO(8%), CAZ(3%), 
SDT(8%), TET(15%), CLO(3%), NAL(8%), GEN(4%), 
TOB(3%), ESP(17%), FOS(1%) e RIF(100%). 
Utensílios 1 2,94% 0 RIF(100%). 
Ambiente 14 41,17%  est (1), eae(1) 
AMP(12%), IMP(11%), AZT(11%), CFO(100%), 
TET(11%), CLO(11%), e RIF(100%). 
Produto 
intermediário 
3 8,82% 0 IMP(50%), CFO(100%), ESP(100%) e RIF(100%). 
Total 34 100,00  est (1) 
 
AMP: Ampicilina, AMC: amoxicilina-ácido clavulânico, IMP: imipenem, AZT:,aztreonam CFO: cefotaxina, CPM: cefepime, CFX: 
cefoxitina, CAZ: ceftazidima, SDT: trimetoprim-sulfametoxazol, TET: tetraciclina, CLO: cloranfenicol, NAL: ácido nalidíxico, CIP: 








Foram observadas 34 amostras com presença de E. coli. De acordo com os 
resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que coliformes termotolerantes e 
E. coli estão presentes nos laticínios, principalmente orgânicos e foram encontrados no 
produto final que é um alimento pronto para o consumo.  
De todos os isolados apenas uma cepa foi considerada diarreiogênica, sendo 
isolada de piso.  
Foram identificadas cepas resistentes aos antibióticos, sendo 48,48% de cepas 
multirresistentes, em sua maioria, de queijo. 
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